血友病B是一种X染色体连锁隐性遗传性疾病[@b1]，由患者血浆中凝血因子Ⅸ（FⅨ）缺乏或功能缺失所致。血友病B年发病率约为1/30 000，占总血友病人群的15%\~20%[@b2]。血友病B以自发性或创伤后出血为特征，出血主要发生于关节、软组织和肌肉。目前血友病B的治疗手段主要为替代疗法（输注含有FⅨ的制剂），主要有血浆提取以及基因重组的FⅨ和凝血酶原复合物（PCC）等。本研究旨在评价国内第一个血源性FⅨ制剂治疗血友病B的有效性和安全性。

病例与方法 {#s1}
==========

一、受试者选择

1．诊断标准：血友病B的诊断符合文献[@b2]，根据FⅨ活性（FⅨ∶C）将患者分为重型（FⅨ∶C\<1%）、中间型（FⅨ∶C 1%\~5%）、轻型（FⅨ∶C\>5%\~40%）。

2．入组标准：①年龄6\~\<66岁；②伴有出血症状的轻型、中间型及重型血友病B患者；③受试者知情同意并签署知情同意书。

3．排除标准：①患有其他先天性或获得性凝血功能障碍的患者；②伴哮喘、荨麻疹或对血制品、精氨酸、盐酸赖氨酸过敏者；③有深静脉血栓、肺栓塞、急性心肌缺血以及弥散性血管内凝血病史者；④FⅨ抑制物阳性或有FⅨ抑制物阳性史；⑤肝肾功能异常达到以下指标之一：总胆红素≥正常值上限的2倍，ALT和（或）AST≥正常值上限2倍，血肌酐≥正常值上限1.5倍；⑥HBsAg阳性，HCV抗体阳性，HIV抗体阳性，梅毒螺旋体抗体阳性；⑦入组前1周内输注血制品者；⑧入组前3个月内施行大、中型手术或计划近期进行手术者；⑨入组前30 d曾参加其他临床试验者；⑩合并精神障碍、癫痫者；⑪行为或认知能力障碍及嗜酒、吸毒者；⑫研究者认为有不适合入选的情况（如预计生存期小于3个月）。

4．入组时间：2017年5月1日至2017年10月31日。

二、临床试验

本研究为单臂、开放、多中心Ⅲ期临床研究，由中国医学科学院血液病医院（血液学研究所）、济南市中心医院、苏州大学附属第一医院、山西医科大学第二医院、昆明医科大学第二附属医院、山东省血友病诊疗中心共同完成，以验证血源性人FⅨ治疗血友病B的有效性及安全性为研究目的。本研究严格遵守人体医学研究伦理准则和《药物临床试验质量管理规范》及相应的临床研究政策法规。研究方案均通过各参加单位的医学伦理委员会审核批准。受试者及家属均知情同意。

三、给药方案

1．试验药物及用法：人FⅨ粉针剂由山东泰邦生物制品有限公司提供（500 IU/瓶，批号201611S03、201701S02），2\~8 °C避光保存。给药方法：根据理论计算所需FⅨ剂量整瓶配制使用。用10 ml灭菌注射用水复溶本品，使用输液器逐瓶静脉滴注，给药速度依据患者反应而定，一般不超过3 ml/min。

2．给药剂量：受试者入组后90 d观察期内出现临床出血症状时，由研究者根据受试者情况给予按需治疗。参照FⅨ∶C的基础水平、患者体重、出血部位以及出血严重程度确定给药剂量，以每公斤体重输入1 IU FⅨ提升血浆FⅨ∶C 1%为期望值，给药公式为：所需FⅨ剂量（IU）=1 IU/kg×受试者体重（kg）×需提升的FⅨ∶C水平。

四、疗效指标

1．主要疗效指标：本研究以止血效果评价为主要疗效指标。应用四点评分量表评估出血状况：①优良（1点）：首次输注8 h内疼痛完全缓解和（或）出血征象完全改善，72 h内不需要进一步替代治疗。②良好（2点）：首次输注8 h内疼痛基本缓解和（或）出血征象明显改善，72 h内需要继续输注才能完全缓解。③改善（3点）：首次输注治疗8 h内，疼痛减轻和（或）出血征象改善，72 h内需要继续输注且症状不能完全缓解。④无效（4点）：首次输注8 h内出血改善很少或没有得到改善甚至病情恶化。

2．次要疗效指标：次要疗效指标包括：①首次输注结束后30 min的FⅨ回收率；②比较输注前以及输注后8、24 h VAS疼痛评分。FⅨ回收率依据下列公式计算：

$$\text{F}Ⅸ回收率(\%) = \frac{输注后\text{F}Ⅸ：\text{C} - 输注前\text{F}Ⅸ：\text{C}}{预计提升的\text{F}Ⅸ：\text{C}}$$

通过比较输注前以及输注后8、24 h VAS疼痛评分评价治疗疗效。

五、安全性指标

记录试验前后生命体征（体温、脉搏、呼吸、血压）；用药前以及用药后90\~104 d检查血常规、尿常规、肝肾功能、凝血四项（APTT、PT、TT、纤维蛋白原）、病毒学检查、心电图及FⅨ抑制物。FⅨ抑制物检测采用Bethesda法[@b3]。

六、统计学处理

根据意向性分析的基本原则，用全分析集（FAS）及安全数据集（SAS）进行病例统计。所有的统计检验均采用双侧检验，*P*≤0.05被认为差异有统计学意义（特别说明的除外）。计量资料用"中位数（范围）"描述。数据分析采用SAS 9.3软件。

结果 {#s2}
====

一、入组情况

本试验共有5个中心参与完成，入组36例，无脱落病例，36例均进入全分析集（FAS）和安全性人群（SAS）分析。

二、基本信息

36例受试者均为男性，重型患者10例，中间型患者26例，中位年龄31（7\~61）岁，30例（83.30%）从事非体力劳动职业，8例（22.20%）有饮酒史，11例（30.60%）有吸烟史，4例有其他药物过敏史，17例（47.20%）受试者合并有其他疾病，36例受试者均无血栓和FⅨ抑制物阳性史。受试者体格检查异常体征主要表现在皮肤黏膜和四肢，其中皮肤黏膜瘀斑4例，伴发关节畸形30例。

三、疗效分析

整个试验受试者研究天数为100（94\~112）d，共发生201次出血，其中肌肉出血40次，关节出血149次，关节合并表层肌肉出血11次，髂腰肌出血1次。中位用药次数为4（1\~17）次。

1．主要疗效：研究评价患者入组后第一次出血治疗疗效。全部36次出血中，疗效优良27次（75.00%），良好9次（25.00%）。

2．次要疗效：首次输注结束后30 min的FⅨ中位回收率为111.92%（65.55%\~194.28%）。36例受试血友病B患者基线中位疼痛VAS评分为3.9（0.5\~7.2）分，首次输注结束后8、（24±4）h分别为1.3（0.1\~3.6）、0.5（0\~3.0）分，均低于基线值（*t*=−11.879，*P*\<0.001；*t*=−16.249，*P*\<0.001）。

3．凝血指标：首次输注后（24±4）h中位APTT检测值低于基线值\[48（36\~59）s对94（61\~165）s，*t*=−12.367，*P*\<0.001\]。

四、安全性分析

1．不良事件：36例受试者中，12例（33.30%）共发生23次不良事件，未发生与研究药物有关的不良事件，未发生导致脱落的不良事件，未发生严重不良事件。

2．病毒学安全性：所有入组的36例受试者治疗前和治疗后病毒标志物HBsAg、抗-HCV、抗-HIV和病毒核酸HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA均为阴性，表明使用该试验药物后受试者未发生病毒感染。

3．FⅨ抑制物检测：在首次用药后90\~104 d行FⅨ抑制物检测，所有受试者均为阴性。

讨论 {#s3}
====

血友病B临床表现为自幼反复出现创伤后出血难止或迟发出血。血友病B患者临床症状较血友病A轻[@b4]。未接受预防治疗的患者每月出血2\~5次，主要出血部位为关节，也可发生于肌肉、肾脏、胃肠道以及鼻黏膜等[@b2]。本中心以往研究结果显示，国内患者主要出血部位为鼻黏膜[@b5]，关节出血发生率为56.5%（主要累及膝、肘、踝以及髋关节），部分患者发生胃肠道出血[@b6]。治疗血友病B的唯一有效方法是补充一定量的FⅨ。但直到20世纪60年代，国外才出现血源性提纯FⅨ制剂[@b5]，1990年以后基因重组FⅨ产品上市[@b7]。世界血友病联盟推荐使用重组FⅨ和高纯FⅨ来治疗血友病B[@b8]。目前国内已有进口重组FⅨ产品上市，但价格高昂，PCC仍是目前国内血友病B的首选治疗。PCC含有FⅡ、FⅦ、FⅨ、FⅩ，在补充FⅨ的同时，也补充了大量FⅡ、FⅩ，导致患者血栓风险增加。因此，临床迫切需要安全有效的血源性人FⅨ制剂。

本研究采用多中心、开放式试验设计方法，对国内第一个血源性FⅨ制剂治疗血友病B的有效性和安全性进行研究。结果显示，首次输注结束后30 min的FⅨ回收率为111.92%（65.55%\~194.28%），提示该血源性FⅨ有良好的利用效率。36例受试血友病B患者中，疗效优良27例（75.00%），良好9例（25.00%），首次用药后8 h和24 h疼痛评分均低于基线值，表明该国产血源性人FⅨ具有良好的止血疗效。

血友病替代治疗过程中的一个严重并发症为抑制物产生，抑制物可导致替代治疗疗效减低甚至无效，增加了止血治疗及预防治疗的难度。本研究整体试验受试者研究天数为100（94\~112）d，中位用药次数为4（1\~17）次，无患者产生抑制物，提示此血源性FⅨ制剂免疫原性较低。

筛选期病毒标志物梅毒螺旋体抗体、HbsAg、抗-HCV、抗-HIV为阴性，首次用药输注结束后90\~104 d复查均仍为阴性，表明36例受试者均未发生病毒感染，病毒评价安全。

综上，本研究试验药物国产血浆源性人FⅨ（山东泰邦生物制品有限公司提供）治疗血友病B出血的疗效确切且安全性良好。
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